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OPTIMASI KONSENTRASI 2,4-D DAN BAP TERHADAP 
INDUKSI KALUS TANAMAN SIRIH MERAH  
(Piper crocatum Ruiz and Pav.) MELALUI  
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Sirih merah (Piper crocatum Ruiz and Pav.) merupakan tanaman yang 
mengandung metabolit sekunder seperti alkaloid, flavonoid, tanin dan saponin 
serta peptida. Kandungan metabolit sekunder memiliki berbagai manfaat seperti 
dapat menurunkan kadar gula darah, sebagai antimikroba dan sebagai antioksidan. 
Salah satu alternatif yang dapat dilakukan untuk mendapatkan metabolit sekunder 
adalah melalui kultur in vitro dengan menggunakan 2,4-D (2,4 
Dichlorophenoxyacetic acid) dan BAP ( Benzyl Amino Purine) sebagai zat 
pengatur tumbuh. Penelitian ini bertujuan: 1). Mendapatkan konsentrasi 2,4-D 
yang tepat dalam menginduksi kalus sirih merah; 2). Mendapatkan konsentrasi 
BAP yang tepat dalam menginduksi kalus sirih merah; 3). Mendapatkan interaksi 
konsentrasi 2,4-D dan BAP dalam menginduksi kalus sirih merah. Penelitian ini 
telah dilaksanakan pada bulan Desember 2018 sampai Febuari 2019 di 
laboraturium Kultur Jaringan Balai Benih Induk (BBI). Metode penelitian 
yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktorial yang 
terdiri dari 2 faktor dan 10 ulangan. Faktor pertama adalah pemberian 2,4-D 
dengan konsentrasi 0 ppm, 0,5 ppm dan 1 ppm. Faktor kedua adalah 
pemberian BAP dengan konsentrasi 0 ppm, 1 ppm dan 2 ppm. Parameter 
yang diamati meliputi: waktu muncul kalus, warna kalus, tekstur  kalus dan 
persentase terbentuknya kalus. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
penambahan 2,4-D dan BAP pada media tidak berpengaruh nyata terhadap 
waktu muncul kalus, tetapi berpengaruh nyata terhadap persentase 
terbentuknya kalus. Terdapat interaksi pada perlakuan 1 ppm 2,4-D + 0 ppm 
BAP terhadap persentase terbentuknya kalus yaitu sebesar 100%. Penggunaan 1 
ppm 2,4-D + 0 ppm BAP merupakan perlakuan terbaik untuk menginduksi kalus 
sirih merah. 
 








Optimization of 2,4-D And BAP Concentrations On 
Induction Of Red Betle Plant Callus 
(Piper crocatum Ruiz And Pav.) 
Through In Vitro Culture 
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Red betle (Piper crocatum Ruiz and Pav.) Is a plants that contain secondary 
metabolites such as alkaloids, flavonoids, tannins and saponins and peptides. The 
content of secondary metabolites has various functions such as can reduce blood 
sugar levels, as an antimicrobial and as an antioxidant. One alternative that can 
be done to get secondary metabolites is through in vitro culture using 2,4-D (2,4-
Dichlorophenoxyacetic acid) and BAP (Benzyl Amino Purine) as growth 
regulators. The purpose of this study: 1). to get the 2,4-D concentration in 
inducing red betle callus; 2). to get the concentration of BAP in inducing red betle 
callus; 3). Obtain interaction of 2,4-D and BAP concentrations in inducing red 
betle callus. This research was conducted in December 2018 to February 2019 in 
the laboratory of the Parent Seed Center. The research method used was factorial 
Completely Randomized Design consisting of 2 factors and 10 replications. The 
first factor was the administration of 2,4-D with a concentration of 0 ppm, 0.5 
ppm and 1 ppm. The second factor was the administration of BAP with a 
concentration of 0 ppm, 1 ppm and 2 ppm. The parameters observed included: 
callus appearing time, callus color, callus texture and percentage of callus 
formation. The results showed that the administration of 2,4-D and BAP to the 
media did not significantly affect the time of callus but significantly affected 
percentage of callus formation. There was an interaction in the treatment of 1 
ppm 2,4-D + 0 ppm BAP to the percentage of callus formation equal to 100%. 
The use of 1 ppm 2,4-D + 0 ppm BAP was the best treatment to induce red betle 
callus. 
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1.1  Latar Belakang 
Indonesia memiliki keanekaragaman hayati yang sangat tinggi yang tersebar  
di berbagai tipe habitat. Hutan tropis Indonesia memiliki sekitar 30 ribu tumbuhan 
jauh melebihi daerah tropis lainnya seperti Amerika Selatan dan Afrika Barat. 
Diketahui, sekitar 9600 spesies berkhasiat obat dan sekitar 200 spesies 
diantaranya merupakan tumbuhan obat penting bagi industri obat tradisional 
(Sampoerno, 1999). Menteri kesehatan dalam laporannya menyebutkan bahwa  
menurut Organisasi Kesehatan Dunia (WHO) 80% penduduk dunia bergantung  
pada pengobatan tradisional, termasuk obat herbal (Depkes, 2009). Oleh sebab itu 
terjadi peningkatan permintaan pada pasar perdagangan tanaman jenis obat. 
Kecenderungan peningkatan pasar dalam negeri terhadap produk obat tradisional  
terlihat dari hasil Survei Sosial Ekonomi Nasional (Susenas), bahwa terjadi  
peningkatan penggunaan obat tradisional di Indonesia dari tahun ke tahun. Pada 
tahun 1980 tercatat 19,9% dan menjadi 23,3% pada tahun 1986 lalu meningkat 
menjadi 31,7% tahun 2001 dan meningkat terus menjadi 32,8% pada tahun 2004 
(Depkes, 2009). Salah satu tumbuhan obat yang telah banyak dikenal khasiat dan  
kegunaannya adalah sirih merah (Piper crocatum Ruiz and Pav.).  
Tanaman sirih merah merupakan tanaman hias yang termasuk ke dalam 
famili Piperaceae, tumbuh merambat dengan bentuk daun menyerupai hati dan 
bertangkai, yang tumbuh berselang seling dari batangnya dengan penampakan 
daun yang berwarna merah keperakkan dan mengkilap (Bhakti, 2012). Secara 
fitokimia sirih merah mengandung metabolit sekunder seperti alkaloid, flavonoid, 
tanin dan saponin serta peptida (Arambewela, 2005).  
Kandungan senyawa metabolit sekunder alkaloid dan flavonoid memiliki 
aktivitas hipoglikemik atau  penurun kadar glukosa darah (Sang, 2000) dan dapat 
menurunkan tekanan darah  (Duarte,  2001). Tanin  dan  saponin  dapat  berfungsi  
sebagai antimikroba untuk bakteri dan virus (Yulia, 2011). Sementara peptida 
sebagai antioksidan (Agil dkk, 2006). Selain itu berdasarkan hasil penelitian 
Pratiwi dan suswati (2012) tanaman sirih merah (Piper crocatum Ruiz & Pav) 
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juga dapat dimanfaatkan sebagai penghambat pertumbuhan bakteri Streptococcus  
Pneumoniae. 
Pemanfaatan sirih merah untuk mendapatkan metabolit sekunder sangat 
bergantung terhadap keterbatasan bahan baku yaitu tanaman sirih merah, sehingga 
diperlukan waktu yang cukup lama unuk memperoleh metabolit sekunder 
Menurut Kartika (2013) untuk mendapatkan metabolit sekunder yang diperoleh 
melalui ekstrak organ tumbuhan secara langsung juga membutuhkan proses 
ekstrak, isolasi dan pemurniannya membutuhkan biaya yang mahal.  
Kultur in vitro tumbuhan menjadi salah satu alternatif yang dapat dilakukan 
untuk memperoleh metabolit sekunder dalam waktu yang relatif singkat yaitu 
dengan cara menginduksi kalus. Kalus adalah poliferasi masa jaringan yang 
belum terdiferensiasi. Kalus terbentuk di seluruh permukaan irisan eksplan, 
sehingga semakin luas permukaan irisan eksplan, maka eksplan semakin cepat 
dan banyak kalus yang terbentuk (Khaniyah dkk, 2012). 
Pembentukan kalus dalam kultur in vitro dapat berhasil dengan baik apabila 
syarat-syarat yang diperlukan terpenuhi, salah satunya yaitu ketersediaan zat 
pengatur tumbuh endogen dan eksogen. Kombinasi zat pengatur tumbuh yang 
ditambahkan ke dalam media merupakan salah satu faktor utama penentu 
keberhasilan kultur in vitro (Indah & Ermavitalini,  2013).  Zat pengatur tumbuh 
yang sering digunakan adalah auksin dan sitokinin (Agustina dkk. 2015). 
Beberapa golongan auksin yang sering digunakan dalam metode kultur jaringan 
untuk menginduksi kalus yaitu 2,4-D atau IAA. Penggunaan  auksin (2,4-D) 
efektif untuk merangsang pembentukan kalus karena aktivitas yang kuat untuk 
memacu proses diferensiasi sel, organogenesis dan menjaga pertumbuhan kalus. 
Kemudian selain ditambahkan kelompok auksin, maka harus ditambahkan pula 
hormon dari kelompok sitokinin yaitu kinetin atau BAP (Andrayani, 2010). 
Menurut penelitian Nabilah (2016) pemberian 0,5 ppm IAA + 2 ppm BAP 
merupakan perlakuan terbaik yang menunjukkan hasil rerata tertinggi terhadap 
lama waktu induksi kalus sirih hitam yakni ± 8,5 hari (8-9 hari) dan persentase 
eksplan membentuk kalus yaitu 100%. Pada penelitian Mujahidah (2014), bahwa  
induksi kalus sirih merah dengan perlakuan 2,4-D dan pada NAA menunjukkan 
semua eksplan daun sirih merah mampu menginduksi kalus. Pada penelitian 
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Junairiah, dkk (2016) pada perlakuan  konsentrasi 1 ppm 2,4-D+1,5 ppm kinetin 
merupakan perlakuan terbaik yang menunjukkan rerata waktu  induksi  kalus sirih 
merah  paling cepat, yaitu 13,55 hari. 
Berdasarkan permasalahan di atas, maka peneliti telah melakukan penelitian 
yang berjudul Optimasi Konsentrasi 2,4-D dan BAP Terhadap Induksi Kalus 
Tanaman Sirih Merah (Piper crocatum Ruiz and Pav) Melalui Kultur In vitro. 
 
1.2 Tujuan Penelitian 
1. Mendapatkan konsentrasi 2,4-D yang tepat dalam menginduksi kalus sirih 
merah (Piper  crocatum Ruiz and Pav.). 
2. Mendapatkan konsentrasi BAP yang tepat dalam menginduksi kalus sirih 
merah (Piper  crocatum Ruiz and Pav.). 
3. Mendapatkan interaksi konsentrasi 2,4-D dan BAP dalam menginduksi kalus 
sirih merah (Piper  crocatum Ruiz and Pav.). 
  
1.3 Manfaat Penelitian 
1. Memberikan informasi kepada pembaca tentang konsentrasi 2,4-D yang tepat 
dalam menginduksi kalus sirih merah (Piper crocatum Ruiz and Pav.). 
2. Memberikan informasi kepada pembaca tentang  konsentrasi BAP yang tepat 
dalam menginduksi kalus sirih merah (Piper crocatum Ruiz and Pav.). 
3. Memberikan informasi kepada pembaca tentang interaksi konsentrasi 2,4-D 





1. Pemberian 2,4-D berpengaruh terhadap induksi kalus sirih merah (Piper  
crocatum Ruiz and Pav.). 
2. Pemberian BAP berpengaruh terhadap induksi kalus sirih merah (Piper  
crocatum Ruiz and Pav.). 
3. Terdapat interaksi 2,4-D dan BAP terhadap induksi kalus sirih merah (Piper  








2.1. Tanaman Sirih Merah (Piper crocatum Ruiz and Pav.) 
Tanaman sirih merupakan tanaman yang dikenal luas oleh masyarakat. 
Tanaman sirih juga telah banyak digunakan sebagai obat di Asia Tenggara. 
Tanaman sirih terdapat berbagai jenis yang ada di  Indonesia, yang dibedakan 
berdasarkan bentuk daun, rasa dan aromanya, yaitu sirih hijau, sirih banda, sirih 
cengkih, sirih hitam dan sirih merah (Candrasari dkk, 2012).  
Taksonomi tanaman sirih merah menurut Wahyudi (2012) diklasifikasikan 
kedalam Kingdom: Plantae, Divisio: Magnoliophyta, Class:  Magnoliopsida, 
Ordo: Piperales, Family: Piperacea, Genus: Piper, dan Spesies: Piper crocatum 
Ruiz & Pav. 
 
2.1.1 Morfologi Tanaman Sirih Merah  
Sirih merah merupakan tanaman yang tumbuh merambat dan mirip dengan 
tanaman lada. Tinggi tanaman biasanya mencapai 10 m, tergantung pertumbuhan 
dan tempat merambatnya. Akar tanaman sirih merupakan akar tunggang, 
berbentuk bulat dan berwarna coklat kekuningan. Batang sirih merupakan batang 
berkayu lunak, memiliki bentuk batang yang bulat dengan permukaan kasar, 
beralur dan beruas-ruas. Panjang batangnya berkisar 5-15 m, berwarna hijau 
keabu-abuan (Syariefa, 2006). Daun sirih merupakan daun tunggal bertangkai 
yang lunak dengan duduk daun yang berseling, helaian daun berwarna hijau 
kemerahan, permukaan daun licin, pangkal daun berbentuk jantung, ujung daun 
meruncing, tepi daun rata dan memiliki pertulangan daun menyirip. Daun sirih 
memiliki panjang kisran 5-8 cm dan lebarnya antara 2-5 cm, saat penumpu daun 
rontok akan meninggalkan tanda bekas berbentuk cincin pada batang, daunnya 
memiliki aromatik yang khas. Bunga sirih termasuk kedalam bunga majemuk 
terbentuk bulir dan terdapat daun pelindung berbentuk bulat panjang. Bulir jantan 
memiliki tangkai sepanjang 1,5-3 cm dengan dua benang sari, sedangkan panjang 





Morfologi sirih merah dapat dilihat pada gambar 2.1 
 
Gambar 2.1. Morfologi Tanaman Sirih Merah 
 
2.1.2  Syarat Tumbuh Tanaman Sirih Merah 
Menurut Juliantina (2009) tanaman  sirih  merah  menyukai tempat  teduh,  
berhawa  sejuk  dengan sinar  matahari  60-75%. Pada kondisi seperti itu daunnya 
akan melebar, warna merah marunnya yang cantik akan segera terlihat bila 
daunnya dibalik, batangnya tumbuh gemuk. Tanaman sirih merah tumbuh subur 
pada tanah yang kaya akan bahan organik dan cukup air, tetapi pemberian air 
yang berlebih akan menyebabkan akar dan batang cepat membusuk (Maryati dan 
Suharmiati, 2003). Bila terkena banyak sinar matahari tanpa diimbangi 
penyiraman yang cukup, batangnya cepat mengering. 
Tanaman sirih merah tumbuh subur dan bagus di daerah pegunungan. Bila  
tumbuh pada daerah panas, sinar matahari langsung, maka warna  merah daunnya 
akan pudar. Sirih merah tidak boleh langsung terkena matahari dan akan tumbuh 
dengan baik jika menggunakan penutup (net) untuk mengurangi intensitas 
matahari. 
 
2.1.3  Kandungan Kimia Tanaman Sirih Merah 
 Kandungan kimia tanaman sirih merah (Piper crocatum) belum diteliti 
secara detail. Menurut penelitian Wahyudi (2012), menyatakan dari hasil 
kromatogram, diketahui daun sirih merah mengandung senyawa-senyawa seperti 
minyak atsiri 4,2 % sepertiga bagiannya terdiri atas fenol-fenol yang khas yang 
disebut betelfenol atau aseptosol, alkaloid, flavonoid dan polevenolad. Kavikol, 
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yang khasiatnya sebagai bakterisida. Cienol, khasiatnya sebagai diedoran dan 
disinfektan. Kariofilin, khasiatnya sebagai antiseptik dan anastesi lokal.  
Komposisi kimia dan komposisi minyak atsiri dalam 100 gram daun sirih 
dapat dilihat pada Tabel 2.1 dan Tabel 2.2 
Tabel 2.1. Komposisi Kimia Daun Sirih dalam 100 gram Daun Sirih  































Sumber: Agustin (2005) 
 
Dari Tabel 2.1 didapatkan bahwa dalam 100 gram daun sirih terdapat 
komposisi kimia seperti protein, karbohidrat, serat, yodium, mineral dan yang 
lainnya. 
 
Tabel 2.2 Komposisi Minyak Atsiri dalam Daun Sirih  
Komponen Kimia Jumlah 
Alikatekol 2,7-4,6 % 
Kadinen 6,7-9,1 % 
Karvakol 2,2-4,8 % 
Kariofilen 6,2-11,9% 
Kavibetol 0,0-1,2 % 
Kavikol 5,1-8,2 % 
Sineol 3,6-6,2 % 
Eugenol 26,8-42,5 % 
Eugenol metil eter 26,8-42,5 % 
 
Sumber: Agustin (2005) 
 
Dari Tabel 2.2 didapatkan bahwa komposisi minyak atsiri yang terdapat 
dalam daun sirih merah adalah alikatekol, kadinen, karvakol, kariofilen, kavibetol, 




2.1.4 Manfaat Tanaman Sirih Merah  
Sebagai tanaman obat daun sirih merah mempunyai banyak manfaat dalam 
pengobatan tradisional, yaitu dapat menyembuhkan berbagai jenis penyakit. 
Penggunaan sirih merah dalam bentuk segar maupun ekstrak dapat 
menyembuhkan penyakit diabetes militus, hepatitis, batu ginjal, menurunkan 
kolesterol, mencegah stroke, asam urat, hipertensi, radang liver, radang  prostat, 
radang  mata,  keputihan,  maag, kelelahan,  nyeri  sendi  dan  memperhalus  kulit 
(Bhakti, 2012). 
 
2.2. Kultur Jaringan 
  Kultur jaringan adalah teknologi yang dapat memperoleh tanaman baru  
dalam jumlah besar dengan waktu yang relatif singkat (Putri dkk, 2015). Awal 
dari  kultur jaringan ini dilakukan untuk membuktikan teori totipotensi sel yaitu  
kemampuan satu sel untuk memperbanyak diri dan menghasilkan semua  
kemungkinan perkembangan yang dimungkinkan yang ditumbuhkan pada 
lingkungan yang aseptik. Kultur in vitro yang biasa dilaksanakan yaitu kultur  
organ (organ culture), merupakan kultur yang diinisiasi dari bagian-bagian  
tanaman seperti ujung akar, pucuk aksilar, daun, bunga, buah muda, dan 
sebagainya (Dwi dkk, 2012). Kultur jaringan juga banyak digunakan dalam 
bidang pertanian  seperti untuk perbaikan sifat genetik tanaman, memperoleh klon 
yang bebas penyakit dan pelestarian plasma nutfah. Menurut Intias (2012) kultur 
jaringan akan lebih besar persentase keberhasilannya bila menggunakan jaringan 
meristem, karena jaringan meristem merupakan jaringan muda yang selalu aktif 
membelah, dindingnya tipis, belum mempunyai penebalan dari zat peptin, 
plasmanya penuh dan vakuolanya kecil-kecil.  
Keuntungan perbanyakan secara in vitro melalui organogenesis langsung 
adalah: (1) waktu perbanyakan lebih cepat; (2) jumlah bibit yang dihasilkan tidak 
terbatas; (3) jumlah eksplan yang digunakan kecil (tunas terminal aksilar); (4) 
bebas hama dan penyakit; (5) menggunakan lahan sempit; dan (6) genotipe sama 
dengan induknya (Surachman, 2011). Keberhasilan perbanyakan in vitro 
dipengaruhi oleh berbagai faktor, antara lain respon tanaman, jenis media tumbuh 
yang digunakan vitamin dan zat pengatur tumbuh (ZPT) yang tepat, serta kondisi 
lingkungan kultur (Kristina, 2012).   
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Faktor pembatas dalam keberhasilan kultur jaringan adalah kontaminasi 
yang dapat terjadi pada setiap saat dalam masa kultur. Kontaminasi dapat berasal  
dari: (1) Eksplan, baik eksternal maupun internal; (2) Mikroorganisme yang 
masuk ke dalam media; (3) Botol tanam atau alat-alat tanam yang  kurang steril; 
(4) Lingkungan kerja dan ruang kultur yang kotor; dan (5) Kecerobohan dalam 
pelaksanaan (Elfiani dan Jakoni, 2015).   
 
2.3.  Zat Pengatur Tumbuh 
Zat pengatur tumbuh merupakan senyawa eksogen yang memiliki peran 
sebagai pengatur pertumbuhan dan perkembangan dalam pembentukan tunas, akar 
dan kalus, baik yang bersifat organogenesis maupun morfogenesis (Lestari, 2011). 
Teknik kultur in vitro dengan memanfaatkan zat pengatur tumbuh bergantung 
kepada tujuan yang ingin dicapai berdasarkan kepada jenisnya masing-masing. 
Zat pengatur tumbuh terbagi ke dalam lima kelompok, yakni auksin, sitokinin, 
giberalin, etilen, dan asam absisat. Kelompok ZPT yang sering digunakan dalam 
kultur jaringan adalah auksin dan sitokinin.  
Auksin merupakan senyawa seperti indolasetat yang berfungsi untuk 
merangsang pembesaran sel, pemanjangan sel, dan pembentukan akar adventif. 
Kelompok auksin yang paling banyak digunakan dalam kultur jaringan adalah 
(2,4-D). Penambahan 2,4-D pada media dapat menginduksi kalus semakin cepat 
karena 2,4-D lebih mudah berdifusi ke dalam jaringan tanaman akibat adanya luka 
irisan sehingga 2,4-D yang ditambahkan  akan  membantu auksin  endogen  untuk  
menstimulasi  atau merangsang  pembelahan  sel  terutama  sel disekitar area luka 
(Yelnititis, 2012). Pemberian auksin dengan konsentrasi rendah akan 
meningkatkan pembentukan akar adventif, sementara apabila dilakukan 
peningkatan konsentrasi auksin dapat menstimulasi pembentukan kalus dan 
menekan pertumbuhan morfogenesis (Zulkarnain, 2009). Adanya peningkatan 
tekanan osmotik, sintesa protein, dan meningkatkan permeabilitas sel yang dapat 
melunakkan dinding sel hingga tekanan dinding sel berkurang dan adanya 
peningkatan volume sel merupakan indikasi aktifnya auksin (Nisak dkk. 2012).  
Sitokinin merupakan senyawa yang berfungsi untuk meningkatkan 
pembelahan sel dan mengatur pertumbuhan tanaman. Selain itu, sitokinin dapat 
meningkatkan proliferasi pucuk, dan morfogenesis pucuk. Keterbatasan 
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persediaan sitokinin dalam media kultur, akan menghambat pembelahan sel 
jaringan. Penggunaan sitokinin juga dapat menghambat pertumbuhan akar, dan 
menghalangi pengaruh auksin dalam proses pembentukan akar pada spesies 
tertentu (Andrayani, 2010). Kelompok sitokinin yang banyak digunakan dalam 
kultur jaringan adalah benziladenin (BA atau BAP) hal ini dikarenakan sifat  BAP 
yang stabil, mudah diperoleh dan lebih efektif dibandingkan kinetin. Pemberian 
ZPT tersebut pada sel maupun kalus juga dapat mempengaruhi produksi senyawa  
metabolit sekunder tertentu (Wardani dkk. 2004). Perbandingan konsentrasi 
sitokinin lebih besar dari auksin, maka akan menstimulasi pertumbuhan tunas dan 
daun. Apabila sebaliknya akan mengakibatkan stimulasi pada pembentukam akar 








3.1 Waktu dan Tempat 
Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan Desember – Febuari 2019 di 
Laboraturium Kultur Jaringan Balai Benih Induk (BBI) Padang Marpoyan. 
 
3.2 Bahan dan Alat 
Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah daun tanaman sirih merah, 
media Murashige and Skoog, agar-agar, gula, akuades, sabun, chlorox, spritus, 
alkohol 70%, BAP, 2-4-D, betadhine, dithane dan agrept. 
Alat yang digunakan dalam penelitian adalah botol kultur, bunsen, Laminar 
Air Flow Cabine (LAFC), petridish, pinset, pisau bedah (scalpel), timbangan 
analitik, plastik prophopilen (PP), hand sprayer, karet gelang, magnetik stirer, hot 
plate, labu ukur, gelas beker, erlemeyer, pH meter, autoclave, pipet ukur, bunsen, 
aluminium foil, kertas label, dan rak kultur. 
 
3.3  Metode Penelitian 
Penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang disusun 
secara faktorial dengan dua faktor  perlakuan.  
a. Perlakuan pertama yaitu penambahan 2,4-D yang terdiri dari 3 taraf 
konsentrasi yaitu : 
D0 = 0 ppm 2,4-D (Kontrol) 
D1 = 0,5 ppm 2,4-D 
D2 = 1 ppm 2,4-D 
 
b. Perlakuan kedua yaitu penambahan BAP yang terdiri atas 3 taraf konsentrasi 
yaitu: 
B0 = 0 ppm BAP (Kontrol) 
B1 = 1 ppm BAP 




Kombinasi perlakuan pada induksi kalus tanaman sirih merah (Piper 
crocatum Ruiz and Puv.) dapat dilihat pada Tabel 3.1 
Tabel 3.1.  Kombinasi Perlakuan pada Induksi Kalus Tanaman Sirih Merah (Piper      
crocatum Ruiz and Puv.) 
2,4-D 
BAP 
B0 B1 B2 
D0 D0B0 D0B1 D0B2 
D1 D1B0 D1B1 D1B2 
D2 D1B0 D2B1 D2B2 
 
Berdasarkan Tabel 3.1 maka diperoleh 9 kombinasi  perlakuan, masing- 
masing perlakuan diulang sebanyak 10 kali sehingga terdapat 90 unit satuan 
percobaan. Setiap perlakuan terdiri atas satu ekplan, sehingga terdapat 90 ekplan 
yang dibutuhkan. 
 
3.4.  Pelaksanaan Penelitian  
Penelitian ini telah dilaksanakan melalui beberapa tahapan yakni sterilisasi 
alat, pembuatan media tanam, sterilisasi eksplan, penanaman eksplan dan 
pengamatan.  
1.  Sterilisasi Alat  
 Peralatan meliputi botol kultur,  scalpel,  petridish, dan pinset dicuci dengan  
menggunakan sabun cuci, dibilas, lalu dikeringkan, kemudian bungkus  dengan  
kertas koran (kecuali botol kultur). Semua alat tersebut disterilisasi dengan 
autoclave selama 1 jam 45 menit. 
 
2. Pembuatan Media Tanam  
Pada penelitian ini media yang perlukan yaitu 300 ml setiap perlakuannya. 
Pembuatan media diawali dengan menimbang media M.S sebanyak 1.329, 
kemudian agar sebanyak 1.9 gr dan gula sebanyak 9 gr. Bahan-bahan yang sudah 
ditimbang dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer, kemudian dilarutkan  dengan 
akuades sampai volume larutan mencapai 300 ml. Selanjutnya larutan media 
tersebut diukur pH-nya berkisar 5,6-5,8, apabila pH terlalu rendah maka dilakukan 
penambahan NaOH dan bila pH terlalu tinggi ditambahkan dengan HCl. 
Kemudian dihomogenkan di atas magnetic stirrer lalu dipanaskan di atas hot plate 
hingga mendidih. Media yang sudah homogen lalu dituang ke dalam botol kultur 
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sebanyak 10 ml dan ditutup rapat dengan alumunium foil. Botol yang telah berisi 
media kemudian disterilisasi dengan mesin autoclave selama 1 jam 45 menit dan 
disimpan di ruang penyimpanan bila telah selesai. 
3. Sterilisasi Eksplan 
Percobaan sterlisasi diawali dengan membersihkan eksplan dengan 
merendam eksplan menggunakan detergen selama 5 menit, lalu dicuci hingga 
bersih dibawah air mengalir. Rendam dengan fungisida dithane 1%, bakterisida 
agrept 1%, lalu dicuci hingga bersih dengan akuades. Kemudian dilakukan 
perendaman dengan menggunakan clorox 20%, 10% selama 10 menit, lalu dibilas 
dengan akuades steril sebanyak 3 kali. Rendam dengan alkohol 5% selama 5 
menit lalu dibilas dengan akuades sebanyak tiga kali. Rendam dengan 2 tetes 
tween selama 10 menit lalu dibilas dengan akuades steril sebanyak 2 kali.  
 
4. Penanaman Eksplan  
Eksplan  yang  digunakan  adalah  bagian daun plumula. Penanaman eksplan 
dilakukan dengan menggunting sekeliling bagian daun kemudian memotongnya 
menjadi bagian yang kecil untuk di tanam. Bagian mulut botol dipanaskan terlebih 
dahulu dengan lampu bunsen untuk mencegah terjadinya  kontaminasi. Kemudian 
eksplan ditanam pada media dengan pinset steril. Sebelum  digunakan maka 
scalpel dan pinset selalu dipanaskan untuk menjaga sterilisasi alat. Sebelum 
ditutup, mulut botol dipanaskan kembali. Kemudian botol ditutup dengan 
aluminium foil dan dilapisi dengan plastik prophopilen (PP). Beri label pada botol 
sesuai perlakuan dan tanggal penanamannya. 
 
3.5.  Parameter Penelitian  
a. Waktu Pembentukan Kalus 
Pengamatan dilakukan setiap hari dengan menghitung hari saat kalus  pertama 
kali terbentuk yang dinyatakan dalam hari setelah induksi (HSI). Munculnya 
kalus ditandai dengan pembengkakan atau munculnya jaringan berwarna putih 
kehijauan pada permukaan eksplan. Parameter ini dianalisis dengan 




b. Warna Kalus  
Pengamatan warna kalus dilakukan pada akhir pengamatan. Penentuan warna 
kalus ditetapkan berdasarkan keterangan warna kalus yaitu hijau, hijau 
keputihan, putih kekuningan, kuning kecoklatan, coklat dan sebagainya. 
Parameter ini di bahas secara deskriptif dengan mengamati secara visual.      
 
c. Tekstur Kalus  
Pengamatan tekstur kalus dilakukan pada akhir pengamatan dengan 
mengamati tekstur kalus yang terbentuk, apakah termasuk kalus yang kompak 
atau remah. Kalus remah yaitu kalus yang membentuk ikatan antar selnya 
tampak renggang, mudah dipisahkan dan jika diambil dengan pinset, kalus 
mudah pecah dan ada yang menempel pada pinset, sedangkan kalus yang 
kompak mempunyai tekstur yang sulit untuk dipisahkan dan terlihat padat. 
Parameter ini di bahas secara deskriptif dengan mengamati secara visual.      
 
d.    Persentase Kalus Terbentuk  
Jumlah kalus yang berhasil terbentuk dari seluruh eksplan yang dikulturkan. 
Pengamatan ini dilakukan pada akhir pengamatan. Parameter ini dianalisis 
dengan menggunakan sidik ragam (ANOVA).  
 
3.6  Analisis Data 
Model linear Rancangan Acak Lengkap (RAL) dua faktor menurut Mattjik 
dan Sumertajaya (2006) adalah: 
Yij = µi + αi + βj + (αβ)ji + εijk 
 
i  = 1, 2,3,4,5….., a  
j = 1, 2,3,4,5….... b 
k = 1,2,3,4,5........ r 
Yij  = Pengamatan  pada  faktor A taraf ke-i faktor b taraf ke-j dan ulangan ke-k. 
µ  = Rataan umum    
αi  = Pengaruh faktor A taraf ke-i. 
Βj = Pengaruh faktor B taraf ke-j. 
(αβ)ji = Pengaruh interaksi faktor A taraf ke-i dan faktor B taraf ke-j. 
εij  = Pengaruh acak pada perlakuan ke-i dan dengan ulangan ke-j.  
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Yijk = Pengaruh galat percobaan pada faktor A taraf ke-i faktor B pada taraf ke-j 
dan pada ulangan ke-k 





























Galat t(r-1) JKG JKG/t(r-1)    
Total tr-1 JKT - - - - 
 
Analisis kualitatif meliputi data visual seperti warna kalus dan tekstur kalus 
dianalisis dengan menggunakan metode deskriptif. Uji kuantitatif yang meliputi 
waktu munculnya kalus dan persentase terbentuknya kalus dinalisis dengan uji 
Annova taraf 5 % yang digunakan untuk menguji pengaruh tiap-tiap perlakuan. 
Kaidah keputusan dari uji Annova ini adalah : 
 Apabila F hitung > F tabel 5 % maka hasilnya berbeda nyata 
         F hitung < F tabel 5 % maka hasilnya tidak berbeda nyata 
 
Uji lanjut yang digunakan adalah Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 








5.1 Kesimpulan   
1. Perlakuan 2,4-D 1 ppm dapat menginduksi kalus tanaman sirih merah dengan 
persentase terbentuknya kalus sebesar 100%  
2. Perlakuan BAP 1 ppm dapat menginduksi kalus tanaman sirih merah dengan 
persentase terbentuknya kalus sebesar 40%  
3. Terdapat interaksi pada perlakuan 1 ppm 2,4-D + 0 ppm BAP terhadap 
persentase terbentuknya kalus yaitu sebesar 100% 
 
5.2  Saran 
Untuk melakukan induksi kalus pada tanaman sirih merah (Piper crocatum 
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Lampiran 1.  Lay Out Penelitian Induksi Kalus Sirih Merah 
 
Faktor A Ulangan 
Faktor B 
B0 B1 B2 
D0 
1 D0B0 D0B1 D0B2 
2 D0B0 D0B1 D0B2 
3 D0B0 D0B1 D0B2 
4 D0B0 D0B1 D0B2 
5 D0B0 D0B1 D0B2 
6 D0B0 D0B1 D0B2 
7 D0B0 D0B1 D0B2 
8 D0B0 D0B1 D0B2 
9 D0B0 D0B1 D0B2 
10 D0B0 D0B1 D0B2 
D1 
1 D1B0 D1B1 D1B2 
2 D1B0 D1B1 D1B2 
3 D1B0 D1B1 D1B2 
4 D1B0 D1B1 D1B2 
5 D1B0 D1B1 D1B2 
6 D1B0 D1B1 D1B2 
7 D1B0 D1B1 D1B2 
8 D1B0 D1B1 D1B2 
9 D1B0 D1B1 D1B2 
10 D1B0 D1B1 D1B2 
D2 
1 D2B0 D2B1 D2B2 
2 D2B0 D2B1 D2B2 
3 D2B0 D2B1 D2B2 
4 D2B0 D2B1 D2B2 
5 D2B0 D2B1 D2B2 
6 D2B0 D2B1 D2B2 
7 D2B0 D2B1 D2B2 
8 D2B0 D2B1 D2B2 
9 D2B0 D2B1 D2B2 




D0 = Kontrol   B0 = Kontrol  
D1 = 0,5 ppm   B1 = 1 ppm 
D2 = 1 ppm    B2 = 2 ppm 
 
* Setiap Perlakuan Terdiri dari 1 Unit Eksplan 
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        1.650 
  1.900                      
370 
     170 
 


















     10 
     10 
     5 
     5 
30g/L 
 6,5g/L 




















     3 ml 
     3 ml 
1,5 m 
 1,5 ml 
     9 gr 
  1,95 gr 
    5,8-6 gr 
2. Mikronutrien









- ZnSO4. 7H2O 
- Na2MoO4. 2H2O 
- CuSO4. 5H2O 
- CoCl2. 6H2O 
 
        0,83 
      6,2 
        22.3 
      8,6 
        0,25 
          0,025 
         0,025 
 
 
3. Vitamin  
 
 
- Thiamin HCL 
- Pyridoxin H 
- Nicotine acid 
- Glysin 
         0,1 
         0,5 
         0,5 
         2,0 
 
4. Myo-inositol 






       100 
      440 
       37.3 
       27.8 
          30.000 
       6500 
































(Hari) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
0 (2,4-D) + 0 (BAP ) - - - 39  - - - - - -  1 39 
0 (2,4-D) + 1(BAP)  39  - 33  - - - 33  - - 39  4 36 
0 (2,4-D) + 2 (BAP)  - - 25  - 25  - - 25  - -  3 25 
0,5 (2,4-D) + 0 (BAP)  - 33  39  - 19  19  - - - 21  5 26.2 
0,5 (2,4-D) + 1 (BAP)  - 33  - - 25  - 39  - 18  -  4 28.75 
0,5 (2,4-D) + 2 (BAP)  - - - 18  15  15  18  - -  - 4 16.5 
1 (2,4-D) + 0 (BAP)  15  15  15  25 15  15  15  15  15  15  10 16 
1 (2,4-D) + 1 (BAP)  25  - 33 - 19 - 18 18  - 33  6 24.3 
1 (2,4-D) + 2 (BAP)   -  -  - 15   -  -  -  - 25 19 3 19.6 










1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
0 (2,4-D) + 0 (BAP ) * * * C * * * * * * 
0 (2,4-D) + 1(BAP)  C * C * * * C * * C 
0 (2,4-D) + 2 (BAP)  * * PK * KK * * C * * 
0,5 (2,4-D) + 0 (BAP)  * C C * C C * * * KK 
0,5 (2,4-D) + 1 (BAP)  * PK * * PK * PK * PK * 
0,5 (2,4-D) + 2 (BAP)  * * * PK KK C C * * * 
1 (2,4-D) + 0 (BAP)  C C C C C C C C C C 
1 (2,4-D) + 1 (BAP)  C * C * KK * KK PK * C 
1 (2,4-D) + 2 (BAP)  * * * PK * * * * KK C 
Keterangan:  C    : Coklat 
 KK : Kuning Kecoklatan 
 PK  : Putih Kekuningan 










0 1 2 
0  Kompak Kompak  Kompak  
0,5 Kompak Kompak Remah 
1 Kompak  Kompak  Kompak  
 
 






1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
0 (2,4-D) + 0 (BAP ) * * * K * * * * * * 
0 (2,4-D) + 1(BAP)  K * K * * * K * * K 
0 (2,4-D) + 2 (BAP)  * * K * K * * K * * 
0,5 (2,4-D) + 0 (BAP)  * K K * K K * * * K 
0,5 (2,4-D) + 1 (BAP)  * K * * K * K * K * 
0,5 (2,4-D) + 2 (BAP)  * * * R K K K * * * 
1 (2,4-D) + 0 (BAP)  K K K K K K K K K K 
1 (2,4-D) + 1 (BAP)  K * R * R * R R * K 
1 (2,4-D) + 2 (BAP)  * * * K * * * * K K 
Keterangan : Kompak (K), Remah (R)
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Lampiran 8. Persentase Kontaminasi 
 
Perlakuan (ppm) 
MST Jenis Kontaminasi Persentase 
Kontaminasi 
(%) 1 2 3 4 5 6 7 8 Bakteri Jamur 
0 (2,4-D) + 0 (BAP ) 1 2 3 3 - - - - 3 6 90 
0 (2,4-D) + 1(BAP)  - 1 2 2 1 - - - 1 5 60 
0 (2,4-D) + 2 (BAP)  1 1 3 1 1 - - - 2 5 70 
0,5 (2,4-D) + 0 (BAP)  - 2 2 1 - - - - 1 4 50 
0,5 (2,4-D) + 1 (BAP)  - 2 3 1 - - - - 1 5 60 
0,5 (2,4-D) + 2 (BAP)  1 1 1 3 - - - - 2 4 60 
1 (2,4-D) + 0 (BAP)  - - - - - - - - - - 0 
1 (2,4-D) + 1 (BAP)  - 2 2 - - - - - 2 2 40 
1 (2,4-D) + 2 (BAP)  1 3 2 1 - - - - 2 5 70 
Total 4 14 18 12 2 - - - 14 36 500 
Rata-rata Kontaminasi         1,5 4 55,50 
Keterangan : MST : Minggu Setelah Tanam  
           -        : Tidak kontaminasi 
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Terbentuk 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
0 (2,4-D) + 0 (BAP ) - - - *  - - - - - -  1 10 
0 (2,4-D) + 1(BAP)  *  - *  - - - *  - - *  4 40 
0 (2,4-D) + 2 (BAP)  - - *  - *  - - *  - -  3 30 
0,5 (2,4-D) + 0 (BAP)  - *  *  - *  *  - - - *  5 50 
0,5 (2,4-D) + 1 (BAP)  - *  - - *  - *  - *  -  4 40 
0,5 (2,4-D) + 2 (BAP)  - - - *  *  *  *  - -  - 4 40 
1 (2,4-D) + 0 (BAP)  * *  *  * *  *  *  *  *  *  10 100 
1 (2,4-D) + 1 (BAP)  *  - * - * - * *  - *  6 60 
1 (2,4-D) + 2 (BAP)   -  -  - *   -  -  -  - * * 3 30 
Total           40 400 
Rata-rata            44.44 
Keterangan, - : Eksplan tidak hidup 





Lampiran 10. Hasil Analisis Sidik Ragam Waktu Muncul Kalus pada Taraf 5 % 
 
Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr > F KK 













Keterangan: tn : Tidak berbeda nyata pada taraf 5%, t : di transformasi menggunakan √      
 
    
DERAJAD BEBAS (DB)    
Derajad bebas total (dbt)       axbxr-1 = 3 x 3 x 10 = 90 – 1 = 89 
Derajad bebas perlakuan (dbp)       (ab-1) =  3 x 3 -1= 8  
Derajad bebas faktor A (dba)       (a-1)  =  3 – 1 = 2  
Derajad bebas faktor B (dbb)       (b-1) =  3 – 1 = 2  
Derajad bebas interaksi (dba*b)      (a-1)(b-1) =  (3-1)*(3-1) = 4  
Derajad bebas galad (dbg)       dbt-dbp =   89 – 8 = 81  
           
  




Lampiran 11.    Hasil Analisis Sidik Ragam Persentase Terbentuknya Kalus pada 
Taraf 5 % 
Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr > F 
 
KK 














Keterangan: tn : Tidak berbeda nyata pada taraf 5% 
          * : Berbeda nyata 
         **: Berbeda sangat nyata 
         t   : di transformasi menggunakan √      
 
 
DERAJAD BEBAS (DB)    
Derajad bebas total (dbt)       axbxr-1 = 3 x 3 x 10 = 90 – 1 = 89 
Derajad bebas perlakuan (dbp)       (ab-1) =  3 x 3 -1= 8  
Derajad bebas faktor A (dba)       (a-1)  =  3 – 1 = 2  
Derajad bebas faktor B (dbb)       (b-1) =  3 – 1 = 2  
Derajad bebas interaksi (dba*b)      (a-1)(b-1) =  (3-1)*(3-1) = 4  
Derajad bebas galad (dbg)       dbt-dbp =   89 – 8 = 81  
 
Duncan's Multiple Range Test for KT 
Alpha                           0.05 
Error Degrees of Freedom          77  
Error Mean Square           0.188613 
Harmonic Mean of Cell Sizes 9.977604 
 
NOTE: Cell sizes are not equal. 
Number of Means    2       3            4             5            6            7            8          9 
Critical Range      .3872   .4074     .4208     .4305     .4381     .4442     .4492   .4534 
Means with the same letter are not significantly different. 
Duncan Grouping          Mean      N    COMBINASI 
 
       A          1.0000     10    B0D2 
 
       B          0.6000     10    B1D2 
       B 
C    B          0.5000     10    B0D1 
C    B 
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C    B          0.4044     10    B2D1 
C    B 
C    B          0.4000     10    B1D0 
C    B 
C    B          0.4036     10    B1D1 
C    B 
C    B          0.3000     10    B2D0 
C    B 
C    B          0.3000     10    B2D2 
C 




Lampiran 12. Dokumentasi Penelitian 
 
 
         
   Timbangan Analitik    pH Meter    
 
     
  Bahan Sterilisasi   Laminar Air Flow 
 
           





         
 Penimbangan Bahan-bahan   Pemberian ZPT   
 
      
 Penghomogenan Media   Pemasakan Media   
 
            







     
 Perendaman Agrep+ Dithane  Perendaman degan Alkohol  
 
 
      
        Perendaman dengan Twen-20                Penanaman Eksplan 
 
